目前，CHOP（环磷酰胺＋阿霉素＋长春新碱＋泼尼松）方案化疗是治疗大多数类型非霍奇金淋巴瘤(non-Hodgkin\'s lymphoma, NHL）的一线方案[@b1]。然而，NHL细胞耐药已成为NHL治疗失败一个重要原因，其耐药机制复杂，可能涉及多种耐药相关基因及其蛋白表达的改变以及相关信号通路的激活。针对耐药相关基因、蛋白与信号通路生物靶点的研究成为近年来的热点[@b2]--[@b3]。抗增殖蛋白(Prohibitin,PHB）是一类进化上高度保守的蛋白，广泛存在于各种生物细胞中，其基因家族可定位于线粒体、细胞核及细胞膜，具有多样的生物学功能[@b4]。MicroRNA (miRNA）是广泛存在于真核生物中由20\~23个核苷酸组成的单链小分子RNA，通过转录后水平调节基因的表达并参与调控细胞增殖、分化、凋亡等生物学功能[@b5]。近年来，越来越多研究表明PHB及miRNA与肿瘤细胞对化疗药物的敏感性有关，且亦有研究证实PHB为miR-27a的靶向作用基因[@b6]--[@b10]。然而，目前还未见PHB与miR-27a在NHL中表达情况的报道。本研究中，我们建立阿霉素（ADR）耐药细胞株（Raji/A)，并检测Raji/A及其敏感株（Raji/S）中PHB及miR-27a的表达改变，现报道如下。

材料和方法 {#s1}
==========

1．主要试剂：胎牛血清及RPMI 1640培养液为美国Hyclone公司产品；ADR为意大利Actavis公司产品；CCK-8试剂盒为日本同仁化学研究所产品；mRNA及miRNA相关RT-PCR试剂盒均为日本TaKaRa公司产品；线粒体PHB提取试剂盒为英国EnoGene公司产品；兔抗人PHB1抗体为美国Cell Signaling公司产品；鼠抗人β-actin抗体为美国Santa Cruz公司产品；辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔、羊抗鼠二抗为北京中杉金桥生物技术有限公司产品。

2．细胞来源及培养：人Burkitt淋巴瘤Raji细胞株来源于上海生物化学与细胞生物学研究所，用含10％胎牛血清的RPMI 1640培养液，在37 °C、5% CO~2~条件下培养，每2\~3 d传代1次。

3．CCK-8法测定Raji细胞的增殖抑制率：将Raji细胞按5×10^4^/孔均匀铺在96孔细胞培养板内，分别加入终浓度为0、0.2、0.5、1.0、1.5、2.0 µg/ml的ADR溶液，37°C培养箱孵育48 h后，每孔加入CCK-8溶液10 µl, 37 °C继续孵育4 h。用酶标仪测定450 nm处的吸光度(*A*）值，根据公式计算细胞增殖抑制率。实验重复3次，每组设5个复孔。$$细胞增殖抑制率（\% ） = \left( {\text{1}－A_{实验组}/A_{对照组}} \right) \times \text{1}00\%$$

4．Raji/A细胞株的建立：取对数生长期Raji细胞，ADR初始浓度为0.8 µg/ml，通过逐步筛选待活细胞超过显微镜视野2/3以上时ADR浓度增加到2.0 µg/ml继续诱导筛选，再待活细胞超过显微镜视野2/3以上时ADR浓度增加到4 µg/ml，通过逐步筛选最终得到稳定生长的Raji/A细胞株。整个过程历时约3个月，Raji/A细胞株建成后培养在含4 µg/ml ADR的RPMI 1640培养液中。

5．Raji/A细胞株耐药倍数、耐药谱、耐药稳定性检测及细胞生物学特性观察：采用CCK-8法测定Raji/A及Raji/S细胞经终浓度分别为0、10、20、40、80、160、320、640 µg/ml的ADR溶液作用48 h后的增殖抑制情况，并计算半数抑制浓度（IC~50~）及耐药倍数。同时采用CCK-8法分别测定Raji/A及Raji/S细胞对长春新碱（VCR)、高三尖杉酯碱（HHT)及甲氨蝶呤（MTX）的增殖抑制率，观察其交叉耐药性。另取Raji/A细胞脱药培养1个月后，采用CCK-8法检测细胞增殖抑制率，计算IC~50~值，观察其药物稳定性。所有操作均按试剂盒说明书进行。

采用相差显微镜观察Raji/A与Raji/S细胞的一般形态并计数，连续计数6 d。Raji/A与Raji/S细胞分别在含4 µg/ml ADR的RPMI 1640培养基中培养24 h，采用流式细胞术检测两者凋亡率。每组设3个复管，实验重复3次。

6．RT-PCR检测PHB1 mRNA、PHB2 mRNA与miR-27a的表达：选取对数生长期的Raji/A及Raji/S细胞离心，分别收集于1.5 ml离心管中。根据试剂盒说明书操作提取细胞总RNA及miRNA。根据mRNA试剂盒说明书进行mRNA逆转录反应：37°C 15 min, 85°C 5 s；根据miRNA试剂盒说明进行miRNA逆转录及加尾反应：37 °C 60 min，85 °C 5 s。PCR引物序列见[表1](#t01){ref-type="table"}。PCR体系：mRNA：上下游引物各0.8 µl，SYBRw Green 10 µl，cDNA 2 µl，dH~2~O 6.4 µl，总体积20 µl; miRNA: miR-27a引物0.8 µl，Uni-miR qPCR引物0.8 µl，SYBRw Green 10 µl，cDNA 2 µl, dH~2~O 6.4 µl，总体积20 µl。PCR条件：mRNA:95°C 5 min, 95°C 15 s、60°C 1 min（共40个循环），72 °C 15 s；miRNA：95 °C 30 s，95 °C 5 s、60°C 20 s（共40个循环），65°C 15 s。实验重复3次。每次反应均使用不加模板的反应体系作为空白对照以排除污染可能。所有的PCR产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳证实为目的基因的特异性扩增片段。

###### RT-PCR引物序列

  基因       引物序列(5′→3′)
  ---------- -------------------------------------------
  PHB 1      F: ATCTTCACCAGCATCGGAGAG
             R: CATCAAAGCGAGCCACCA
  PHB2       F: TCAATCGGATCGGTGGAGTG
             R: AGGTCTGGCCCGAATGTCATAG
  β-actin    F: TGGCACCCAGCACAATGAA
             R: CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA
  miR-27a    F: UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
             R: Uni-miR qPCR引物（为TaKaRa试剂盒试剂）
  U6 SnRNA   F: CTGCTTCGGCAGCACA
             R: Uni-miR qPCR引物（为TaKaRa试剂盒试剂）

注：F：上游引物，R：下游引物；PHB：抗增殖蛋白

7．Western blot法检测PHB1在Raji/A与Raji/S细胞线粒体中的表达：常规方法收集5×10^7^个细胞于1.5 ml离心管中，以2 000 r/min离心（离心半径为15 cm)5 min，吸尽上清，根据线粒体蛋白提取试剂盒操作说明提取线粒体蛋白并采用BCA法进行蛋白定量。以β-actin为内参，取50 µg蛋白上样、电泳(30 V 60 min,100 V 90 min)、转膜、室温封闭60 min，一抗4°C孵育过夜，二抗室温孵育60 min，洗涤、显影，比较PHB1在Raji/A与Raji/S细胞线粒体中的表达情况。

8．统计学处理：采用SPSS 19.0软件进行统计学分析，经验证数据符合正态分布，以均数±标准差表示，各组间比较采用*t*检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．Raji/A细胞株的建立及其耐药特征：不同浓度ADR作用48 h，Raji/A细胞的IC~50~为344.17 µg/ml, Raji/S细胞的IC~50~为1.12 µg/ml，耐药倍数为306.47倍。Raji/A与Raji/S细胞对VCR作用的IC~50~值分别为1.41和0.41 µg/ml，耐药倍数为3.44倍；对HHT作用的IC~50~值分别为13.54和4.70 µg/ml，耐药倍数为2.88倍；对MTX作用的IC~50~值分别为35.64和25.64 µg/ml，耐药倍数仅为1.39倍；提示Raji/A细胞对VCR和HHT产生交叉耐药性，但耐药倍数较低，对MTX无交叉耐药性。Raji/A细胞脱药培养1个月后IC~50~为336.76 µg/ml，耐药倍数为300.68倍，提示Raji/A细胞仍保持良好的耐药性。

2．Raji/A细胞株的一般形态：相差显微镜下Raji/A与Raji/S细胞的一般形态如[图1](#figure1){ref-type="fig"}所示，Raji/A细胞呈圆形，较Raji/S细胞体积增大，呈半贴壁生长，成簇生长特性不明显。连续6 d细胞计数结果见[表2](#t02){ref-type="table"}，Raji/A与Raji/S细胞倍增时间分别为51.36与41.68 h,Raji/A细胞的增殖速度较Raji/S细胞缓慢。

![相差显微镜下观察阿霉素耐药Raji细胞株（Raji/A）及其敏感株（Raji/S）的一般形态(×100)\
A：Raji/A细胞；B：Raji/S细胞](cjh-36-04-326-g001){#figure1}

###### 阿霉素耐药Raji细胞株（Raji/A）及其敏感株（Raji/S)连续6 d的细胞计数(×10^6^)

  组别          细胞计数                     
  ------------ ---------- --- ---- ---- ---- ----
  Raji/A细胞       5       6   8    14   28   35
  Raji/S细胞       5       7   15   35   49   55

3．ADR处理Raji/A细胞株与Raji/S细胞株的凋亡差异：经4 µg/ml ADR处理24 h，Raji/A与Raji/S细胞的凋亡率分别为（13.48±2.20)％及（69.89±1.94)%, Raji/A细胞凋亡率明显低于Raji/S细胞，差异有统计学意义(*P*\<0.05)。

4．PHB1 mRNA、PHB2 mRNA及miR-27a的表达水平：RT-PCR结果显示，PHB1 mRNA在Raji/A和Raji/S中的相对表达量分别为16.31±2.58和2.13±0.27,PHB1 mRNA在Raji/A中的表达明显升高，为Raji/S的(7.66±3.27)倍，差异有统计学意义(*P*\<0.05); PHB2 mRNA在Raji/A和Raji/S中的相对表达量分别为17.25±1.97和13.78±1.07，为（1.25±0.47）倍，差异无统计学意义(*P*\>0.05)；miR-27a在Raji/A和Raji/S中的相对表达量分别为(2.66±0.48)％和（2.07±0.38)%，miR-27a在Raji/A的表达明显升高，是Raji/S的（128.40±31.59）倍，差异有统计学意义(*P*\<0.05)。

5．PHB1在Raji/A与Raji/S细胞线粒体中的表达：如[图2](#figure2){ref-type="fig"}所示，PHB1在Raji/A细胞线粒体中的相对表达量为9.87±0.22，明显高于Raji/S细胞线粒体中的1.96±0.06，差异有统计学意义(*P*\<0.05）。

![Western blot方法检测抗增殖蛋白1(PHB1)在阿霉素耐药Raji细胞株（Raji/A）及其敏感株（Raji/S）线粒体中的表达\
1：Raji/S细胞；2：Raji/A细胞](cjh-36-04-326-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

NHL是起源于淋巴造血组织的恶性肿瘤，虽然目前NHL的诊治有了很大进展，但仍有相当一部分患者对治疗药物产生耐药性，导致NHL治疗失败。ADR是一种经典的蒽环类抗生素，通过抑制RNA和DNA的合成发挥抗肿瘤效应，但与之相关的心脏毒性和化学耐药性限制了其在NHL中的治疗效果[@b11]。Burkitt淋巴瘤是一种高度侵袭性的NHL，目前临床治疗效果仍不理想，其体外建立的Burkitt淋巴瘤细胞系----Raji，一直以来被广泛应用于人B细胞淋巴瘤的研究中。我们通过建立ADR耐药的Raji细胞株，检测Raji/A及Raji/S细胞中PHB mRNA及miR-27a的表达改变，为发现与NHL耐药相关的新的靶标基因，并进一步了解PHB与miR-27a在NHL的调控关系提供依据。

人类PHB1和PHB2聚合形成高分子量环状复合体，主要定位于线粒体内膜，在维持线粒体呼吸链酶复合体及其形态和功能稳定性中发挥重要作用[@b12]。小分子干扰RNA PHB导致线粒体膜功能破坏，增强地蒽酚介导的细胞凋亡，提示PHB通过调控线粒体膜功能在细胞抗凋亡中起保护性作用[@b13]。在紫杉醇耐药的人急性T淋巴细胞白血病细胞中，线粒体PHB一方面可以调节呼吸链蛋白的组合，稳定电子传递链；另一方面可以保护线粒体蛋白免受基质辅助的m-AAA蛋白酶复合物的降解，保护线粒体的完整性，抑制紫杉醇诱导的细胞凋亡的发生，从而在耐药机制中发挥重要作用[@b6]。针对PHB合成的shRNA能有效抑制卵巢癌耐药细胞株中PHB基因表达，沉默PHB基因后其耐药细胞株对紫杉醇敏感性增加，细胞增殖能力下降，凋亡率增加，提示干扰PHB基因的表达可降低卵巢癌细胞株的紫杉醇耐药性[@b7]。在前列腺癌细胞中，敲除PHB后可降低17-β-雌二醇（E2)诱导的紫杉醇抵抗，增强肿瘤细胞的药物敏感性[@b8]。此外，研究证实，人淋巴瘤细胞中PHB表达水平增高可以阻断由拓扑异构酶Ⅰ抑制剂喜树碱诱导的细胞凋亡。喜树碱通过使RB失活而活化E2F1，活化后能够导致细胞凋亡，而高浓度的PHB可以阻断这种凋亡，从而保护肿瘤细胞免受喜树碱诱导的凋亡[@b14]。我们的前期研究证实，ADR处理Raji细胞后线粒体PHB表达上调，应用P13K/AKT通路抑制剂可以下调PHB的表达，并增加Raji细胞对ADR的化疗敏感性[@b15]。本研究中我们发现线粒体PHB1 mRNA在Raji/A细胞中的表达明显高于在Raji/S细胞中的表达，提示线粒体PHB1在NHL耐药机制中发挥重要作用。我们推测，线粒体PHB1在NHL耐药细胞中高表达，可能通过增强线粒体膜功能并维持线粒体的完整性，在ADR诱导的细胞抗凋亡过程中起保护性作用，从而导致肿瘤细胞耐药性的产生。我们的研究揭示了与NHL耐药机制密切相关的一个分子靶标，研究针对线粒体PHB1的靶向药物将有望改善NHL细胞的多药耐药性，对于提高NHL的临床治疗效果具有重要意义。

已知细胞核定位的PHB可参与细胞周期调控，通过调控转录因子E2F1及TP53的转录活性抑制细胞增殖，促进细胞凋亡，发挥抑癌基因的作用[@b16]--[@b18]。在胃腺癌及前列腺癌的研究中证实，miR-27a可靶向下调PHB的表达，从而作为原癌基因发挥促增殖作用[@b9]--[@b10]。最近，大量研究表明miR-27a还参与肿瘤细胞的多药耐药机制，其高表达与多种肿瘤细胞多药耐药的发生密切相关，如紫杉醇耐药的卵巢癌、复发的急性白血病、胃癌、食管癌、肝癌、结肠癌等[@b19]--[@b24]。我们的研究发现，miR-27a在Raji/A细胞中的表达明显高于在Raji/S细胞中的表达，提示miR-27a与NHL多药耐药的发生密切相关。然而，在我们的NHL耐药细胞中，线粒体PHB1 mRNA的表达水平明显增高，提示miR-27a并不靶向调控线粒体PHB1。我们猜想，miR-27a在NHL耐药细胞中高表达，可能通过靶向下调细胞核定位的PHB，促进肿瘤细胞增殖，从而导致耐药性的产生。miR-27a不能调控线粒体PHB1，可能与miRNA通过抑制或降解细胞核转录后的靶mRNA从而调节基因表达的作用机制有关。总之，miRNA与NHL耐药性关系的研究为NHL的治疗提供了新的思路，我们的研究揭示了与NHL耐药机制密切相关的另一个分子靶标，通过合成抗miR-27a寡核苷酸，抑制miRNA-27a的表达，并与抗肿瘤药物联合应用，提示了一条有效改善NHL细胞耐药性、更好治疗NHL的新途径。

我们通过建立ADR耐药的B细胞淋巴瘤细胞系，发现线粒体PHB1与miR-27a在耐药细胞中表达水平明显升高，从线粒体蛋白及miRNA的角度揭示了与NHL多药耐药性密切相关的新的分子靶标。结论的提出为进一步认识NHL耐药机制并探索有效的多药耐药逆转剂，最终战胜NHL临床耐药性难题提供了有力支持。然而，我们的结论仍需要进一步的临床试验验证，通过深入研究PHB1及miR-27a在NHL耐药机制中的作用通路，并设计与之相关的小分子化合物干扰其表达，改变其在重要通路中的调控作用，最终改善肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，从而提高肿瘤的治疗效果。
